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〔論文審査の要旨〕 

顎顔面領域の多くの器官は，神経堤に由来する細胞と他の細胞の相互作用により形成さ

れる。神経堤は，頭尾軸（前後軸）方向に伸びる組織であり，前後軸方向の位置によって

頭部神経堤と体幹部神経堤に分類されるが，これらの位置決定はホメオボックス（HOX）転

写因子群によって制御されると考えられている。しかし，頭部神経堤細胞と体幹部神経堤

細胞の特徴の違いや，前後軸位置決定の時期，前後軸位置決定因子について，未解明な点

が多く残されている。神経堤は第四の胚とも言われ，様々な組織に分化するが，一過的に

びまん性に現れるため，動物胚を用いた研究では解析が困難であった。近年，ヒト胚性幹

（Embryonic stem; ES）細胞から神経堤細胞への効率的な分化誘導法が報告され，神経堤

細胞の分化制御機構についての研究が可能になってきた。本研究では，頭部神経堤への分

化誘導機構の解明を目的として，ヒト ES 細胞から神経堤細胞への分化誘導における HOX

遺伝子発現を検討した。 

 Menendez らの方法（Menendez et al., Proc Natl Acad Sci U S A, 2011, 108:19240-5）

に従って神経堤細胞への分化誘導を行った。HOX 遺伝子の発現は HOX 遺伝子 PCR アレイを

用いて検出し，遺伝子発現プロファイル解析はヒートマップおよびスキャッタープロット

にて示した。さらに，神経堤のマーカー遺伝子や前方および後方遺伝子の発現プロファイ

ルを詳細に検討するために，定量的 RT-PCR 法，蛍光免疫染色法，およびフローサイトメト

リー（FACS）法を用いて解析した。 

 Menendez らの方法を用いて培養した細胞が神経堤細胞であることを確認するため，免疫 



 

染色を行った。神経堤マーカーである HNK-1 は，培養 0 日目の細胞では認められなかった

が，培養 15 日目の細胞において約 80％の細胞で発現しており，神経堤細胞であることを

確認した。また，これらの神経堤細胞の前後軸に沿った位置価に対する分子マーカーの発

現を蛍光免疫染色法により検討したところ，前方マーカーである DLX1 および後方マーカー

である HOXB9 の発現は，HNK-1 と同様に培養 0 日目の細胞では認められなかったが，培養

15 日目において，約 70％の細胞が DLX1 および HOXB9 共陽性細胞であった。次に，PCR ア

レイを用いて培養 0, 7, 14 日目の細胞における HOX 遺伝子群の発現プロファイルを解析し

た。培養 7, 14 日目では，未分化マーカーである POU5F1（OCT3/4）および OTX2，中内胚葉

マーカーである MIXL1 の発現は減少し，神経堤マーカーである PAX3 の発現が増加した。一

方で，後方マーカーである HOXB9，CDX2 の発現や前方マーカーである MSX1 の発現も増加し

た。以上の結果から，上記方法にて神経堤は誘導されているものの，前方および後方の両

方の遺伝子が発現しており，位置情報が決定されていないと考えられた。 

 Wnt シグナルは脊椎動物の胚発生において後方化を促進すると知られている。神経堤分

化誘導因子として添加している Wnt3a が濃度依存的に前後軸の位置情報を制御しているこ

とが推察された。そこで，神経堤分化誘導時に添加する増殖因子が前方マーカーおよび後

方マーカーの遺伝子発現に与える影響について検討した。まず神経堤分化誘導時に種々の

濃度で Wnt3a を添加し，定量的 RT-PCR 法にて神経堤および神経マーカー，前方・後方マー

カーの発現レベルを測定した。p75 などの神経堤マーカーの発現は，Wnt3a 処理時間依存的

に増加したが，Wnt3a の濃度による有意な差は認められなかった。神経マーカーである PAX6

の発現は，Wnt3a の濃度依存的に有意に減少した。一方，後方マーカーである HOXB9，CDX2

の発現は，Wnt3a の濃度依存的に増加した。これらの結果から Wnt3a により神経への分化

が抑制されるとともに神経堤細胞へ分化し，後方化が促進されていることが示唆された。 

次に，ヒト ES 細胞から神経堤へ誘導中の Wnt3a 存在下において，種々の増殖因子 20 種

を単独で培地へ添加し，前方・後方マーカーの発現レベルに影響を及ぼす因子を探索した。

その結果，前方および後方マーカーの発現に影響を与える因子 4 種を同定した。そのうち

3 種はそれぞれ神経堤誘導培地に添加すると，p75 の発現の減少や PAX6 の発現の増加が認

められ，神経堤細胞への分化を抑制した。一方で，残りの 1 種は p75 の発現を高いレベル

で維持し，前方マーカーの発現を増加させた。この結果から，同因子は Wnt3a 存在下で前

方神経堤を誘導することが示唆された。 

 以上の結果から，Menendez らによるヒト ES 細胞からの神経堤細胞分化誘導においては，

前後軸の位置情報が制御されていないが，この条件に前後軸を制御する特定の因子を神経

堤分化誘導培地に添加することにより，前方化を促進し，頭部神経堤細胞を特異的に誘導

できる可能性が示唆された。よって審査委員会委員全員は，本論文が著者に博士(口腔健康

科学)の学位を授与するに十分価値のあるものと認めた。 

 


